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Receptor protein TKF (I) is a tyrosine kinase receptor protein related to fibroblast growth factor 
receptors. They have a specified aminoacid sequence and DNA sequence variants are also claimed. 
Also claimed are vectors including those sequences and cells transformed with the vector. The new 
TKFs are determined by method comprising (i) isolation of mRNA, (ii) transcription of mRNA into 
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cycles of a PCR reaction having a first oligo dC -nucleotide primer, pref. of 10 to 25 nucleotides, and a 
second primer homologous to highly conserved regions of protein tyrosine kinase (PTK) genes, and (v) 
isolation and characterisation of the prods. The protein is used in the diagnosis of tumours such as lung 
tumours and in tumour therapy. 

USE/ AD VANTAGE - Owing to the clinical importance of TKFs, such as in their role during cell 
transformation and possible increase in tumour growth, it is desirable to find more TKFs and to 
develop a method for their detection. The PCR method will detect proteins with only one PTK region, 
since the other primer reacts with the polyG-nucleotide tails, in contrast to prior art methods using two 
primers both homologous to the conserved TPK regions. The new TFK is 
useful in tumour diagnosis, i.e in the determn. of the amt. of expression of the gene or prot. 
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on Mitaliedes der Familie der 
Klonierung eines neuen _ ReZ eptoren 
Pibroblasten-Wachstuxnsfaktoren (FGF 

Beschreibung 

k ^ifft eine neue Protein-Tyros in- 
Die vorliegende Erf indung betrx Verfahren Z um 

Kinase, das dafiir ^^—^^asegene »ittels einer PCR- 
Kachweis neuer Protein-Tyrosxn-Kxnaseg 

Reaktion . 

c h -den als Ursache der Entstehung 
Die Annahme genetischer Sena v<jn zellu laren Genen, 

von Tumoren wurde durch dxe Entdeck ^ genetisch modif L . 

..proto-Onkogene" genannt, bes a ^ ^ neoplastis che 
zierter Weise als sogenannte on 9 yiel£alt der Pro to-Onko- 

Wachstum bedingen. Tr ° tZ .^"^^rkungsmechanismen in 4 Kate- 
gene konnen ihre biochemxschen Wxrku g 
gorien zusaztonengef aBt werden: 

x Pnospnorvlierung von Proteinen <an den — 

Threonin, Serin und Tyrosxn) 
2 Metabolische Regulation 

Kontrolle der Genexpressxon 
Beeinflussung der DNA-Replikatxon . 



3. 
4 . 



, l ler bisher bekannten Onkogene kodiert 
Ungefahr ein Drittel al ^ e Wnosaure Tyrosin phospho- 

fte Kinasen, die in ^ ^ otein . Tyrosi „-Kina S en (PTKs) 
ryl ieren und dxe daher die fUr ^osin-Kinasen 

beZ eichnet Genom von onkogenen Retroviren 

kodieren, warden zuerst xm ^ ^ ^ Rous -Sarko:na-Vxrus 

entdeckt. So stellt bexspxe ^ eine Modi fikation des 

vorkommende transf ormxeren e ^ den pTK _ 

2 ellularen Proto-Onkogens c-src dar . 
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Domane besitzen: z-B- abl, fgr, src unci lck (Hunter, T. and 
Cooper, J.A-, 1985, Ann . Rev . Biocheiru 54., 897). 

Die PTK-Onkogene wurden urspriinglich entweder als Komponenten 
von akut transf ormierenden Retroviren oder durch Transforma- 
tion von Fibroblasten via Transfektion von DNA aus Tumorzel- 
len identif iziert . Die Produkte folgender retroviraler Onko- 
gene haben PTK-Aktivitat: v-src, v-yes , v-fgr, v-fps, v-abl, 
v-ros , v-fms und v-fes. 

Die Gene v-src, v-yes, v-fps, v-ros und v-fms sind onkogene 
Bestandteile von Huhner-Sarkoma-Viren, v-fgr und v-fes von 
Katzen-Sarkoma-Viren und v-abl ist ein Onkogen eines Maus- 
Lymphom-Virus . Eine Analyse der verschiedenen Protein-Tyro- 
sin-Kinasen zeigt eine enge Verwandtschaf t iiber einen Bereich 
von 260 Aminosauren, der die katalytische Region umfaflt* In 
Bereichen, die auQerhalb der katalytischen Region liegen, 
sind die PTKs betrachtlich divergent. Die einzelnen Bereiche 
entsprechen Domanen, welche die Spezifitat der PTKs fur ihre 
Z ielproteine bestiminen . 

Die Produkte von v-src, v-yes, v-fgr, v-fps , v-fes, v-abl und 
v-ros zeigen ihre PTK-Aktivitat, indem sie in Innnunoprazipi- 
tat-Reaktionen die schwere Kette des assoziierten Antikorpers 
und/oder sogar sich selbst phosphorylieren (Autophosphorylie- 
rung) . In transf ormierten Zellen liegen diese viralen Pro- 
teine nur in geringen Mengen vor, was deren Isolierung und 
die anschlieSende Analyse der PTK-Aktivitat sehr erschwert. 

Im folgenden soil die Bedeutung von Protein-Tyrosin-Kinasen 
fur menschliche Erkrankungen an drei bekannten Protein-Tyro- 
sin-Kinasegenen ausgefuhrt werden. Das humane HCK-Gen wird in 
hamatopoietischen Zellen exprimiert. Weiterhin wurde das HCK- 
Gen der Bande qll-12 des menschlichen Chromosoms 20 zugeord- 
net. Anoraalien in diesem Bereich, dem langen Arm von Chromo- 
som 20, wurden bei zahlreichen Patienten mit hamatologischen 
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FGFs das Tumorwachstum und dessen invasives Verhalten be- 
schleunigen, indem der Tumor verstarkt mit BlutgefaQen ver- 
sorgt wird. FGFs sind auch in der Lage, die Produktion von 
Proteasen, wie z.B. des Plasminogen-Aktivators zu induzieren. 

Beispiele fur Mitglieder der FGF-Familie sind das int-2-Gen- 
produkt, das hst-Genprodukt (Kaposi sarcoma-FGF) und der 
Keratinozyten-Wachstumsfaktor. Die Wirkung der verschiedenen 
Wachs turns faktoren wird durch Bindung an einen Oberf lachenre- 
zeptor vermittelt, wodurch sich die intrinsische Kinase-Akti- 
vitat des Rezeptors erhoht. 

Von der immensen klinischen Bedeutung von FGFs und deren 
Rezeptoren seien hier nur zwei Beispiele herausgegrif f en: 

Beim Herpes simplex Virus Typ I konnte gezeigt werden, daB 
der FGF-Rezeptor an der viralen Bindung und Aufnahme in Ver- 
tebratenzellen beteiligt ist (Kaner, R.J. et al. (1990), 
Science 248 . 1410). 

Auch bei der Entstehung von rheumatischer Arthritis spielt 
der FGF-Rezeptor eine Rolle. So wurde nachgewiesen, daB Syno- 
vialzellen das bFGF-Gen und das bFGF-Rezeptorgen exprimieren 
und dadurch auf autokrine Weise zur rheumatischen Arthritis 
stimuliert werden (Melnyk, V. et al. (1990), Arthritis and 
Rheumatism 33, 493). Weiterhin wurde ein ahnlicher Mechanis- 
mus der autokrinen Stimulation iiber den FGF-Rezeptor auch bei 
humanen Glioma-Zellinien entdeckt (Morrison, R.S. et al. 
(1990), Cancer Research 50, 2524). 

Augrund der enormen klinischen Bedeutung von Protein-Tyrosin- 
Kinasen, insbesondere von Protein-Tyrosin-Kinasen aus der 
FGF-Rezeptorfamilie, bestand somit ein Bedurfnis, neue Pro- 
tein-Tyrosin-Kinasen sowie Verfahren zu ihrem Nachweis be- 
reitzustellen . 
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Nukleotid Austausch Aminosaure Austausch 

440 T - C 136 Leu -> Pro 

872 G ■* A 280 Arg - His 

896 c - T 288 Ala Val 

923 a T 297 Asp -* Val 

949 G - A 306 Glu - Lys 

Die folgenden Mutationen (Nukleotide 1178 und 1232) betreffen 
die transmembrane Domane des TKF-Rezeptors. Punktmutationen 
in diesem Bereich (Nukleotide 1141-1203) konnen zu onkogenen 
Veranderungen fiihren, wie es am Beispiel des neu-Rezeptors 
gezeigt wurde (Bergmann, C.B. et al. (1986), Cell 4J5, 649) • 

Nukleotid Austausch Aminosaure Austausch 

1178 G - T 382 Ala -> Val 

1232 C -> A 400 Pro -> His 

Folgende Mutationen (1276 und 1360) betreffen die Aminosaure 
Threonin in Posit ionen, die bei anderen Mitgliedern der FGF- 
Rezeptor-Familie regulatorische Bedeutung innehaben sollen. 

Nukleotid Austausch Aminosaure Austausch 

127 6 G - A 415 Ala - Thr 

1360 C -* A 443 Pro -> Thr 

Die in SEQ ID NO: 1 dargestellte Ami nosauresequenz stellt das 
gesamte TKF-Rezeptor-Protein dar. Dieses Protein weist 813 
Aminosauren auf. Das TKF-Rezeptorgen-Gen oder Varianten davon 
konnen routinemaBig in einem Vektor kloniert werden, so da6 
dieser Vektor in einer geeigneten Wirtszelle zur Expression 
gebracht wird, wobei das erf indungsgemaQe Protein entsteht. 
Bevorzugte Wirtszellen sind Mikroorganismen wie E.coli oder 
Hefe, aber auch hohere Zellen (z.B- Sauger- oder Insektenzel- 
len ) . Bevorzugte Expressionsvektoren sind z.B. Plasmide, Bak- 
teriophage Lambda fiir Prokaryonten, Hefevektoren oder virale 
Vektoren fiir hohere Zellen (z.B. SV40, Vaccinia, Baculovi- 
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2 Eine Untergruppe von Rezeptor Protein-Tyrosin-Kinasen 
unterscheidet sich von anderen Protein-Tyros.n-Kxna.en 

;«~~t-+- in der Kinasedomane . Inner- 
durch ein Aminosaureinsert in aei 

halb dieser Untergruppe variieren die L-gen der Insert, 
stark. Bei alien bekannten FGF-Rezeptoren 1st die In- 
ser tU» ge jedoch konstant und entspricht »t 19 ^n»- 
sauren der des TKF-Rezeptors . 

Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
"^leinsaure. die fur ein erf indungsge»aBes T KF-Re*eptor- 
Pro«in Oder Teile davon kodiert. Diese "^^^ 
,.B. geno-nische DNA Oder RHA sein. Vorzugsweise handelt es 
sich dabei jedoch u» ein reko»binantes DN A-Molekul. 

*. a Prfindunq ist eine erf indungsge- 

Weiterhin ein Gegenstand der Erfwdung x 

mafle Nukleinsaure , welche 

( a) die in SEQ ID NO: 1 dargestellte kodxerende Sequenz 

tine der Sequenz aus (a) 1- Hansen der Degenerat.cn des 
genetischen Codes entsprechende Hukleinsauresequenz 



(a) 
(b) 



(c) 



eine .nit den Seouenzen aus ,a, oder/und <„> unter strin- 
genten Hybridisierungsbedingungen hybndisierende Se- 

quenz enthalt . 

Unter stringenten Hybridisierungsbedingungen xm Sinne der 
Unter stringent y Hybridisierung 
vorliegenden Erfindung versteht man, dab ex y 

w k < 15»C in einem waflrigen Nxedrxgsalz-Puf- 
auch nach Waschen bei 55 C xn ein * . , 

fer (z.B. 0,2 x SSC) noch auftritt (sxehe auch Sa^rook, J. 
et al. (1989), Molecular Cloning. A Laboratory Manual). 

4. a A or Frfindung ist ein Vektor, der 
Ein weiterer Gegenstand der Erxxnauny 

^ndestens eine Kopie einer ^t^Z- 

oo.r einen Teil davon enthalt. Der vektor kann in Eukaryon 
Oder einen Tell Eot nten und Prokaryonten repli- 

ten Prokaryonten Oder „ Buk y ^ ^ 

^Z^ZX.S. Bacteriophage L a^da, Oder ein Vektor 
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In einer Analyse der phylogenetischen Verwandtschaft von 
Protein-Tyrosin-Kinasen konnten die konservierten Bereiche 
der katalytischen Domanen dieser Enzyme ermittelt werden 
(Hanks, S. et al . , 1988, Science, 24 1 , 42)* Aufgrund dieser 
computeranalytischen Vergleiche konnen die PTKs im wesentli- 
chen in zwei Kategorien eingeteilt werden: die Rezeptor-Pro- 
tein-Tyrosin-Kinasen und Protein-Tyrosin-Kinasen ohne extra- 
zellulare Domane. 

Auf dieser Basis wurden dann entsprechende Primer eingesetzt, 
urn bestimmte Gruppen von Protein-Tyrosin-Kinasen zu untersu- 
chen, Durch Verwendung dieser Primer aus konservierten Regio- 
nen wird gewahrleistet , daB im Rahmen des PCR-Experiments 
PTKs der Wachstumsf aktor-Rezeptor-Familie amplif iziert wer- 
den konnen. 

Ein Nachteil des bekannten Verfahrens ist jedoch, daB zwei 
unterschiedliche Primer eingesetzt werden mtissen, die zu 
bekannten Protein-Tyrosin-Kinasegenen homolog sind- Dadurch 
konnen Gene, die nur eine Homologie zu einem Primer besitzen, 
durch eine solche PCR-Reaktion nicht amplif iziert werden • 

Ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren fur den Nach- 
weis neuer Protein-Tyrosin-Kinasegene mittels einer PCR— Reak- 
tion, durch welches die Nachteile des Standes der Technik 
beseitigt werden. Das erf indungsgemaSe Verfahren ist dadurch 
gekennzeichnet , daB man 

(a) aus dem Ausgangsmaterial mRNA nach an sich bekannten 
Methoden gewinnt, 

(b) die mRNA aus Schritt (a) mittels reverser Transkription 
in cDNA umschreibt, 

(c) die cDNA aus Schritt (b) durch terminale Transferase an 
ihrem 3 ' -Ende mit einem poly dG-Schwanz versieht, 

(d) das aus Schritt (c) resultierende Produkt mittels einer 
PCR-Reaktion in Anwesenheit von 2 Primern amplif iziert , 
wobei der erste Primer Sequenzen enthalt, die zu hoch- 
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(a) 


Nukleotid 


1453 


- 1470, 


(b) 


Nukleotid 


1861 


- 1878, 


(c) 


Nukleotid 


1921 


- 1929, 


(d) 


Nukleotid 


1987 


- 2004, oder 


(e) 


Nukleotid 


2041 


- 2058. 



Ebenfalls ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung des TKF-Rezeptorproteins oder des dafiir codieren- 
den Gens im Rahmen der Tumordiagnostik. So haben Vorversuche 
gezeigt, daB die Expression des TKF-Rezeptorgens in Tumoren 
und korrespondierenden Ref erenzgeweben unterschiedlich ist. 
Es besteht daher die Moglichkeit, aus der Expressionshohe des 
Gens bzw. des Proteins auf die Zellentartung zu schlieflen. 

Weiterhin ist auch eine therapeutische Anwendung mit monoklo- 
nalen Antikorpern gegen den Rezeptor moglich. So konnten 
beispielsweise radioaktive Antikorper oder mit: einem Zellgift 
gekoppelte Antikorper gegen Krebszellen eingesetzt werden, 
die den TKF-Rezeptor tragen. Die Herstellung monoklonaler 
Antikorper gegen den TKF-Rezeptor ist anhand der in SEQ ID 
NO: 1 dargestellten Aminosauresequenz des TKF-Rezptorproteins 
ohne Schwierigkeiten nach bekannten Verfahren moglich. Als 
Immunogen konnen das gesamte TKF-Rezeptorprotein oder auch 
nur kurze 6 Aminosauren) Peptidsequenzen daraus verwendet 
werden . 

SchlieSlich betrifft die Erfindung ein diagnostisches oder 
therapeutisches Mittel auf Basis eines TKF-Rezeptorproteins , 
eines dagegen gerichteten Antikorpers oder einer dafiir kodie- 
renden Nukleinsaure . Ein derartiges Mittel kann gegebenen- 
falls bekannte pharmazeutische Verdiinnungs- , Full-, Trager- 
und Hilf smittel enthalten. 

Die Erfindung soli weiter durch die Sequenzprotokolle SEQ ID 
N0:1 bis SEQ ID NO: 6 zusammen mit den folgenden Beispielen 
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50 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,3 (22°C) 
75 mmol/1 KC1 

10 mmol/1 Dithiotreitol (DTT) 

3 mmol/1 MgCl 2 

500 ;imol/l dNTP-Losung 

0,2 pmol/1 Oligonukleotid-Primer P6(2) mit der in SEQ ID NO: 2 
dargestellten Nukleinsauresequenz (diese Sequenz 
entspricht den Nukleotiden 2044 bis 2063 der in 
SEQ ID N0:1 dargestellten Sequenz). 

3,0 pg Gesamt-RNA 

100 }jq/ml Rinderserumalbumin 

10 Einheiten Reverse Translcriptase (aus Moloney - Murine 
Leukemia virus) 

Das obige Reaktionsgemisch wurde in 20 ^1 Reaktionsvolumen 
exne Stunde lang bei 37 °C inkubiert. 



1*2 



Die Amplifizierung der cDNA aus 1.1 erfolgte mit zwei zu 
hoch konservierten Regionen von PTK-Genen komplementaren 
Primern (P6(2) und P5(l)). Die Nukleinsauresequenz des 
Primers P6(2) 1st bereits oben angegeben. Die Sequenz 
von P5(l) ist in SEQ ID NO:3 dargestellt (diese Sequenz 
entspricht den Nukleotiden 1855 bis 1874 der in SEQ ID 
NO:l dargestellten Sequenz). 

Reaktionsbedingungen : 

8,3 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,8 (22°C) 

41,7 mmol/1 KC1 

1,25 mmol/1 MgCl 2 

0,01 % Gelatine 

166,7 jjmol/1 dNTP-Losung 

0,2 pmol/1 Primer P6(2) und P5 ( 1 ) 

5 Einheiten Taq-Polymerase 

10 ^1 cDNA-Syntheseansatz (aus der PTK-spezif ischen cDNA- 
Synthese ) 
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halten. Die cDNA fiir die Tailing-Reation wurde wie folgt 
hergestellt: 

Zunachst erfolgte eine Entfernung der restlichen , nicht ein— 
gebauten dNTPs aus dem cDNA-Syntheseansatz durch Ultrafiltra- 
tion mit Millipore UFC3 LGC 25-Filtern. Vor der Reaktion 
wurde die cDNA 3 Minuten lang in kochendem Wasser denatu- 
riert , dann auf Eis abgekuhlt und zum Reaktionsansatz pipet- 
tiert. Das Reaktionsgemisch wurde 20 Minuten bei 37 °C 
inkubiert. Durch Erhitzen fiir 5 Minuten auf 65 °C wurde die 
Reaktion abgestoppt • 

2 . 2 Als nachster Schritt wurde eine PCR-Reaktion mit Primern 
durchgef iihrt , wovon der eine mit einer zum poly dG- 
Schwanz komplementaren Oligo-dC-Sequenz versehen war. 
Eine derartige PCR wird als Anker-PCR-bezeichnet . Der 
zweite Primer (P6(2)) war zu konservierten Regionen in 
Protein-Tyrosin-Kinasen komplementar * 

Als Oligo-dC-Primer wude das Oligonukleotid P12 verwendet, 
dessen Nukleinsauresequenz in SEQ ID NO: 4 dargestellt ist* 

Die Polymerasekettenreaktion wurde in zwei Amplif ikationsrun- 
den durchgef iihrt . Die Reaktionsbedingungen der ersten Ampli- 
f ikationsrunden waren wie folgt: 

10 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,8 (22°C) 

50 mmol/1 KC1 

1,5 mmol/1 MgCl 2 

0,01 % Gelatine 

200 ^imol/1 dNTP-Losung 

0,2 /jmol/1 der Primer P6(2) und P12 

5 Einheiten Taq-Polymerase 

10 Tailing-Reaktionsprodukt (0,5 bis 100 pg ) 
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Reaktionsbedingungen : 

1 ng TKF-Rezeptor Insert (aus Beispiel 2) 
10 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,8 (22°C) 
50 mmol/1 KC1 
1,5 mmol/1 MgCl 2 
0,01 % Gelatine 

0,8 pmol/1 a 32 P-dCTP (6000 Ci/mmol) 
0,8 /jmol/1 dATP/dGTP/dTTP 
0,2 ymol/1 der Primer P6(2) und Tl 
2,5 Einheiten Taq-Polymerase 

Das Reaktionsvolumen war 25 pi. Die Durchf xihrung der Reaktion 
erfolgte in 20 Zyklen bei den oben (in Beispiel 2) genannten 
PCR-Bedingungen . 

Zum Nachweis eines positiven Klons wurde cDNA aus der Genbank 
auf Filtern immobilisiert und an die radioaktiv markierte 
DNA-Sonde ( 1 x 10 6 dpm/ml Losung bei einer spezif ischen Son- 
denaktivitat von 5 x 10 9 dpm/pg DNA) hybridisiert . Die Hybri- 
disierungstemperatur war 4 2°C. 

Hybridisierungslosung: 
5 x SSC 

0,02 mol/1 Tris/HCl, pH 7,6 (22°C) 
1 x Denhardt -Losung 
10 % Dextransulf at 
0,1 % SDS 

100 pg/ml Heringssperma DNA 
5 0 % Fonnamid 

Als Waschlosung wurde 2 x SSC, 0,1 % SDS bei einer Waschtem- 
peratur von 42°C eingesetzt. 

Es wurde ein positiver Klon gefunden und charakterisiert . Er 
enthielt die in SEQ ID NO : 1 dargestellte Nukleinsauresequenz . 
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7 -> n 

GTG ATG GAG AGC GTG GTG CCC TCG GAC CGC GGC ACA TAC ACC TGC CTG GTA GAG AAC CCT 
Val net Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Thr lyr Thr Cys Leu Val Gl5 fl aS 

GTG GGC AGC ATC CGT TAT AAC TAC CTG CTA GAT GTG CTG GAA CGG TCA CCG OC CGG CCC 
val Gly ser He Arg Tyr Asn Tyr Leu Leu Asp Val Leu Glu Arg Ser Pro His Arg Pro 

S10 840 

ATC CTG CAG GCC GGG CTC CCG GCC AAC ACC ACA GCC GTG GTG GGC AGC GAC GTG GAG CTG 
He Leu Gin Ala Gly Leu Pro Ala Asn Thr Thr Ala Val Val Gly Ser Asp Val Glu Leu 

870 900 
CTG TGC AAG GTG TAC AGC GAT GCC CAG CCC CGC ATC CAG TGG CTG AAG CAC ATC GCC ATC 
Leu Cys Lys Val Tyr Ser Asp Ala Gin Pro Arg He Gin Trp Leu Lys His He Ala He 

930 

- % Z Z Z T Y IT r r TTC ccc TAT GTG CAA GTC - - - - - 

Ser Phc Gly Ala Asp Gly Phe Pro Tyr v,l Gin Val Leu Glu Thr Ala Asp 

990 

- - z z z r : tc r tac ctg - - «« - « - - « 

Ser ciu Val ciu Val Leu Tyr Leu Arg Asn v.l Ser A la Glu Asp Ala Gly 



1050 



GAG TAC ACC TGC CTC CCA GGC AAT TCC ATC GGC CTC TCC TAC CAG TCT GCC Trr rJ^ 
CI- Tyr THr Cys Leu A la Gly Asn Ser He Gly Leu Ser Tyr Z Z Z £ £ £ 



1110 



1170 



;i: ™ t ™ z z z r :r ,,c =ct m m ct < «° - - - - 

yr Ala Ser Gly Ser Leu Ala Leu A,l a Ala Leu Leu Leu Leu Ala Gly Leu 



1230 



TAT CCA GGG CAG CCG CTC CAC GGC CGG CAC CCC CGC CCG CCC CTC ACT GTG - - 

Gly Gin Ala Luu H , Gly Apg ^ ^ ^ «T GTG CA. ^ G CTC 



1290 

1520 



TCC CGC TTC CCT CTG GCC CGA CAG TTC TCC CTG GAG TCA GGC TCT TCC S5 r 

Ser Ar 9 Phe Pro Leu Ala Ar 9 Gin PKe Ser Leu ciu Ser Gly Ser Se r Z ~" Z ~ 



ERSATZBLATT 
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CAC TTT GGG CTG 
Asp Phe Gly Leu 

CGC CTG CCT GTG 
Arg Leu Pro Val 

ACT GAC GTG TGG 
Ser Asp Val Trp 

TAT CCT GGC ATC 
Tyr Pro Gly I le 

CGA CCC CCA CAC 
Arg Pro Pro His 



CCC TCC CAG AGG 
Pro Ser Gin Arg 

GTC TCT GAG GAG 
Val Ser Glu Glu 

GAC GCC AGC AGC 
Asp Ala Ser Ser 



CCA TCC AGC TCC 
Gly Ser Ser Ser 

CAG o w ^ C A i AGG 



GCC CGC GGC GTC 
Ala Arg Gly Val 

AAG TGG ATG GCG 
Lys Trp Met Ala 

TCT TTT GGG ATC 
Ser Phe Gly I le 

CCG GTG GAG GAG 
Pro Val Glu Glu 



TGC CCC CCA GAG 
Cys Pro Pro Glu 



CCT ACC TTC AAG 
Pro Thr Phe Lys 

TAC CTC GAC CTC 
Tyr Leu Asp Leu 

ACC TGC TCC TCC 
Thr Cys Ser Ser 

i T C CCC TTC GGG 
Phe Pro Phe Gly 



-t2- 

1950 

CAC CAC ATT GAC 
His His lie Asp 

2010 
CCC GAG GCC TTG 
Pro Glu Ala Leu 

2070 
CTG CTA TGG GAG 
Leu Leu Trp Glu 

2130 
CTG TTC TCG CTG 
Leu Phe Ser Leu 

2190 
CTG TAC GGG CTG 
Leu Tyr Gly Leu 

2250 
CAG CTG GTG GAG 
Gin Leu Val Glu 

2310 
CGC CTG ACC TTC 
Arg Leu Thr Phe 

2370 
AGC GAT TCT GTC 
Ser Asp Ser Val 

2430 
TCT GGG GTG CAG 
Ser Gly Val Gin 

24 OQ 

uoC TTG CGC CTC 



TAC TAT AAG AAA 
Tyr Tyr Lys Lys 

TTT GAC CGG GTG 
Phe Asp Arg Val 

ATC TTC ACC CTC 
I le Phe Thr Leu 



CTG CGG GAG GGA 
Leu Arg Glu Gly 

ATG CGT GAG TGC 
Met Arg Glu Cys 

GCG CTG GAC AAG 
Ala Leu Asp Lys 

GGA CCC TAT TCC 
Gly Pro Tyr Ser 

TTC AGC CAC GAC 
Phe Ser His Asp 

ACA TGA GCA AGG 
Thr E nd 



AGC CAC ACC CTG 



1980 

ACC AGC AAC CGC 
Thr Ser Asn Gly 

2040 

TAC ACA CAC CAG 
Tyr Thr His Gin 

2100 

GGG GGC TCC CCG 
Gly Gly Ser Pro 

2160 

CAT CGG ATG GAC 
His Arg Met Asp 

2220 

TGG CAC GCA GCG 
Trp His Ala Ala 

2280 

GTC CTG CTG GCC 
Val Leu Leu Ala 

23^0 

CCC TCT GGT GGG 
Pro Ser Gly Gly 

2400 

CCC CTG CCA TTG 
Pro Leu Pro Leu 

2460 

CTC AAG GCT GTG 
2520 

ACA CAG TGC TCG, 



2550 

A. A GCA TGG CCC CCC TCC CAG ACT TCC TCT GC 



A^G CCC CTC 



2530 
* TTC 



ERSATZBLATT 



WO 92/13948 

PCT/EP92/00127 

SEQ ID NO: 3 

ART DER SEQUENZ : Nukleinsauresequenz 

NAME UNO HERKUNFT : Synthetischer Oligonukleotidpri:ner 

P5 ( 1 ) 

LANGE: 20 Nukleotide 
TTTGTCCACC GAGACCTGGC 



SEQ ID NO: 4 

ART DER SEQUENZ: Nukleinsauresequenz 

NAME UND HERKUNFT: Synthetischer Oligonukleotidpri^er 

P12 

LANGE: 33 Nukleotide 



GATTTCAGAG AACTAAACCC CCCCCCCCCC 



ccc 



SEQ ID NO: 5 

ART DER SEQUENZ : Nukleinsauresequenz 

NAME UND HERKUNFT : Synthetischer Oligonukleotidpria.er 

TKF1 

LANGE: 28 Nukleotide 
GTCCTCAGTC ACCAGCACAT TGCGGGCA 



SEQ ID NO: 6 

ART DER SEQUENZ : Nukleinsauresequenz 

NAME UND HERKUNFT : Synthetischer OligonukleotidprW 

Tl 

LANGE: 21 Nukleotide 
TCCCGGAAGT GTATCCACCG G 



PRQAT7DI ATT 



WO 92/13948 



PCT/EP92/00127 



8. 



n 

Nukleinsaure, 

dadurch gekennzeichnet, 
da3 sie fiir ein TKF-Rezeptor Protein und seine Varianten 
nach einem der Anspruche 1 bis 4 kodiert. 



6- Nukleinsaure nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie ein rekoinbinantes DNA— Molekiil ist. 



Nukleinsaure nach Anspruch 5 oder 6, 

d a d U r c h gekennzeichnet , 

dafi sie 

(a) die in SEQ ID NO: 1 dargestellte kodierende Se- 
guenz , 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
des genetischen Codes entsprechende Nukleinsaurese- 
guenz oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder /und (b) unter 
stringenten Hybridisierungsbedingungen hybridisie- 
rende Sequenz enthalt. 

Nukleinsaure nach einem der Anspruche 5 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
da6 es eine oder mehrere der folgenden Veranderungen 
gegenuber der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Aminosaure- 
sequenz aufweist: 

T (440) -* C; 

G (872) - A; 

C (896) - T ; 

A (923) - T und 

G (949) - A . 



WO 92/13948 
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(c) die cDNA aus Schritt (b) durch terminale Transfera- 



(d) 



se an ihrem 3'-Ende mit einem poly dG-Schwanz ver- 
sieht, 

das aus Schritt (c) resultierende Produkt mittels 
einer PCR-Reaktion in Anwesenheit von 2 Primern 
amplifiziert, wobei der erste Primer Sequenzen 
enthalt, die zu hochkonservierten Regionen bekann- 
ter Protein-Tyrosin-Kinasegene homolog sind, und 
der zweite Primer ein oligo dC-Nukleotid ist, und 
(e) die resultierenden PCR-Produkte analysiert und 
charakterisiert . 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man einen ersten Primer verwendet, der zu Protein- 
Tyrosin-Kinasegenen aus der Familie der Wachs turns fak- 
torrezeptoren homologe Sequenzen aufweist. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die PCR in mindestens 20 Zyklen durchfiihrt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, 

dadurch gekennzeic'hnet, 
da6_man einen oligo dC-Primer mit 10 bis 25 Nukleotiden 
Lange verwendet. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man einen ersten Primer verwendet, der einen Bereich 
aus der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaurese- 
quenz oder einer dieser Sequenz im Rahmen der Degenera- 
tion des genetischen Codes entsprechenden Nukleinsaure- 
sequenz enthalt, ausgewahlt aus dem folgenden Sequenzab- 
schnitt : 
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